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RESUMEN.

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una miopatia que se hereda en forma
recesiva ligada al cromosoma X. Debido a que las mujeres portadoras son generalmente
asintomaéticas, las prucbas clésicas no las detectan eficientemente. Para lograr este propdsito,
una primera aproximacién consiste en la mediciGn de los niveles séricos de la enzima
creatinina fosfocinasa, pero estos, son muy variables y se sobreponen entre portadoras y no
portadoras.

Por otro lado, el diagndstico molecular de 1a DMD, utilizando marcadores i
ubicados dentro del gen, tiene una certeza del 1009 en la mayorfa de los casos. Sin
embargo, para poder implementar su uso en el diagn&stico y €l andlisis de ligamiento en
familias con antecedentes de DMD/DMB es necesario conocer los valores de
heterocigocidad de los marcadores poliméSrficos en la poblacién bajo estudio. En el presente
trabajo se determiné la frecuencia de heterocigocidad en la poblacién mexicana (44
cromosomas) de los marcadores polimérficos STR 44, 45, 49 y 50, ubicados en la regién del
punto caliente mayor para deleciones del gen DMD. Se encontrS que para el locus STR 44
la heterocigocidad es 68.2%, para el locus STR 45 77.3%, para ¢l locus STR 49 45.5% y
para €l locus STR 50 54.5%. También se determind el tamaiio de los alelos y se encontraron
46 tipos diferentes de estos.

EHl alto polimorfismo y heterocigocidad encontrados en nuestra poblacién para los
marcadores STR, permitié su utilizacién en la deteccién de portadoras de la DMD en dos
familias mexicanas. Asf{ mismo, ¢l wo de los loci STR también hizo posible obtener
informacién acerca del tamafio de la delecién encontrada en un paciente, que previamente
se habia analizado mediante la amplificacién miiltiple disefiada por Chamberlain ¢ al,
(1989) y Beggs ez al, (1990). Utilizando marcadores STR ubicados en los extremos del gen
DMD, se descartd un posible evento de recombinacién que podria haber alterado los
resultados de deteccidn de portadoras en las familias analizadas.



INTRODUCCION.

Las distrofias musculares son enfermedades genéticamente determinadas, en ellas se
presenta debilidad muscular progresiva y una degeneracién muscular caracteristica que se
evidencia tanto eléctrica, bioquimica como histologicamente. Enestas enfermedades haymas
de un sfndrome clinico, representado por un error innato del metabolismo, con expresién
clinica en varios sistemas de &rgancs ademés del musculo. Las distrofias musculares se
clasifican de acuerdo a la forma de herencia, la edad de inicio, los grupos de musculos
involucrados y la tasa de progresion. Los tipos mis importantes de distrofia muscular son:
la distrofia muscular de Duchenne Becker (DMD/DMB), la distrofia de cintura (1.G), la
distrofia oculofaringeal y la distrofia miotdnica (MyD) (Appel e al, 1983).

Porlo que respecta a la distrofia muscular de Duchenne, esta fue descrita en 1860 por
el fisidlogo francés G. Duchenne de Boulogne y es la enfermedad genética neuromuscular
con ¢l mayor indice de mortalidad, afectando a 1 de cada 3500 varones (Schwartz, 1992).
Los pacientes con DMD tienen debilidad muscular entre los 2 a 5 afios, perdiendo la
capacidad para caminar y a partir de los 11 afios deben permanecer en silla de ruedas. La
muerte por imuficiencia cardiaca o respiratoria sobreviene generalmente antes de los 20
afios, a menos que el enfermo reciba asistencia respiratoria. Un hallazgo interesante es el
nivel clevado en el suero de la enzima creatinina fosfocinasa (CPK) ailin antes de los
sintomas y en etapas clinicas tempranas. La CPK estd también elevada (aunque en menor
grado) en el suero de las dos terceras partes de las mujeres portadoras de la enfermedad,
proporcionando un util aunque no definitivo examen para la deteccién de portadoras
(Engel, 1966).
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Ladistrofia muscular de Becker DMB es semejante a DMD, hasta hace poco tiempo

se consideraba una enfermedad diferente debido a su inicio posterior, un curso més benigno,

y por lo tanto una sobrevivencia mis larga. Ahora se sabe que pacientes de ambas distrofias

(DMB y DMD) contienen mutaciones en el mismo gen, designado DMD (Worton y
Thompson, 1988).

Tanto la DMD como la DMB estan clasificadas como desordenes hereditarios recesivos
ligados al cromosoma X, de aqui la importancia de la determinacion de portadoras, sin
embargo 30% de todos los casos se deben a mutaciones de rnovo en familias sin previa
historia de desordenes neuromusculares (Schwartz ¢f al, 1992). El gen DMD fue localizado
y aislado, utilizando tecnicas de Genética Molecular (Monaco y Kunkel, 1989). El gen
clonado se usé para identificar el producto proteico correspondiente, llamado distrofina
(Hoffman et al, 1987).

El gen de la distrofina es el de mayor longitud dentro de los conocidos a la fecha,
contiene aproximadamente 2.5 millones de nucleétidos, con 79 exones separados por largos
intrones y ocupa €l 1% del cromosoma X humano (Burghes ez a/, 1987, Gutmann y
Fischbeck, 1989, Koenig er al, 1987 y Roberts er al, 1993). Las 14 kilobases del RNA
mensajero codifican 3688 aminoacidos que resultan en una proteina con un peso molecular
de 427 kilodaltones (KD). La distrofina presenta un gran parecido con proteinas del
citoesqueleto con funciones estructurales (Ahn y Kunkel, 1993). Fsta proteina se produce
en todos los tipos celulares musculares y en ciertas neuronas (Hoffman ef o/, 1988). Estudios
recientes se han enfocado en la expresién del gen DMD y han mostrado un elaborado
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control y procesamiento transcripcional. Al menos seis promotores independientes pueden
especificar la tramacripcién de la distrofina, dependiendo del tipo celular. Tres promotores
expresan la proteina completa y dos promotores cercanos a la region 3° terminal, expresan
los dGltimos dominios de forma mutuamente excluyente. Se ha reportado una nueva proteina
denominada Dp140 y el promotor del cual se expresa, se ubica posiblemente en el intron
44 del gen DMD (Lidov ef al, 1995).

La distrofina, estd formada por los siguientes cuatro dominios: i) Dominio amino, el cual
esta constituido por 240 aminoécidos y es parecido en secuencia y funcién a la alfa-actinina,
una proteina de unién a los filamentos de actina (Hammond, 1987, Lindenbaum y
Carbonetto, 1993 y Mimura y Asano, 1986). ii) El segundo dominio estd constituido por
2700 aminoécidos conformados en 24 repetidos homd&logos, dispuestos en forma de triples
alfa hélices y con 109 aminoéacidos en promedio por cada repetido. Este dominio presenta
semejanza con la espectrina; componente del citoesqueleto de los eritrocitos que
probablemente constituya hileras largas y flexibles (Ahn y Kunkel, 1993 y Koenig er al,
1988). iii) El tercer dominio estd constituido por 150 amino#cidos, rico en cisteina y es

similar al tercer dominio de la alfa-actinina de Dictyosseli discoid iv) El cuarto

dominio, ubicado en la regién carboxilo terminal tiene 420 aminoécidos y presenta
homologia con la utrofina; protefna producida por un gen localizado en el cromosoma
humano 6q24. Este dominio carboxilo terminal interachia con varias proteinas
transmembranales con las que forma los complejos sarcoglicano y distroglicano (Ahn y
kunkel, 1993, Blake ez a/, 1994, Kunkel y Hoffman, 1989, Lindenbaum y Carbonetto, 1993
y Worton y Thompson, 1988).
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Aun no se conoce con detalle el papel funcional de la distrofina y su diversidad
estructural, sin embargo, estudios genéticos, bioquimicos y anatGmicos de esta protefna.
sugieren que proporciona estabilidad membranal durante la contraccién muscular,
transduccién de fuerza contractil al medio extracelular y organizacidn de especializaciones
de la membrana en tejidos no contrictiles, manteniendo las concentraciones de los
componentes de la membrana y/u organizando la topologia de éta (Ahn y Kunkel, 1993,
Hoffman ¢ al, 1989 y Kunkel y Hoffman, 1989).

Losintrones largos, particularmente dentro de la regién amino terminal y de la regién
de repetidos, explican al menos en parte, la alta tasa de mutaciones observadas en la
poblacion. Alrededor del 60 al 70% de los pacientes tienen deleciones parciales en el locus
DMD (Den Dunnen ef al, 1989, Kunkel y Hoffman, 1989, Lederfein ef a/, 1992 y Love of
al, 1989). La mayoria de las deleciones se inician en un gran intron, entre los exones 44 y
45 (Den Dunnen ef al, 1989, Oudet ez al, 1991, Arenas, 1996 y Coral, 1995). Las deleciones
encontradas en esta region se extienden iinicamente en direccién 3°, con un tamafio
aproximado en la mayoria de las deleciones de 200 Kb. Las dos terceras partes de las
eliminaciones encontradas en enfermos con DMD se localizan en esta regién denominada
"punto caliente mayor” (exones 44-53). Existe otra regién en donde se localizan un nGmero
considerable de deleciones, denominada "punto caliente menor” (exones 1-11) (Den Dunnen
et al, 1989, Koenig er al, 1988, Roberts ef al, 1993). En el punto caliente menor, las
deleciones se extienxien en direccién 5” y 3” y su tamaifio es heterogeneo, las mutaciones

asociadas con la DMB se localizan principalmente en este punto. En esta region se han
encontrado aproximadamente el 70% de las duplicaciones de los enfermos de DMD/DMB



(Hu et al, 1988).

Basandose en el estudio de la ditribucion de las eliminaciones en los enfermos
DMD/DMB analizados, se ha propuesto un mapa patolégico-funcional de la distrofina:
deleciones en el dominio amino terminal ocasionan un fenotipo variable pero grave de
DMB; deleciones en el segundo dominio ocasionan un fenotipo muy leve o atipico;
deleciones en el tercer dominio provocan una DMB tipica; deleciones en el dominio
carboxilo terminal, con algunas excepciones, resultan en DMD (Ahn y Kunkel, 1993, Beggs
y Kunkel, 1990, Gangopadhyay ef al, 1992, Koenig ef al, 1989 y Passos-Bueno ez al, 1994).

No obstante de que las mayores esperanzas para erradicar la DMD estdn puestasen la
terapeutica, actualmente no existe ningin tratamiento que pueda disminuir el ritmo
inexorable de progreso de esta enfermedad. De aqui la importancia del diagndstico prenatal,
la deteccidn de portadoras y el consejo genético. Como se indicé anteriormente un método
tradicional de diagndéstico es la medicién de niveles de 1a enzima creatinin fosfocinasa CPK.
Sin embargo, estos niveles pueden variar en un mismo sujeto en mediciones diferentes,
ademis de que la distribucién de los niveles de la enzima se traslapan entre mujeres
normales y portadoras, damdo resultados ambiguos (Hodgson y Bobrow, 1989). Con la
clonacidn completa del gen asociado con la DMD/DMB (Koenig ef al, 1987), y la
identificacién de la distrofina, varias tecnicas moleculares y bioquimicas se han desarrollado
para mejorar el diagndéstico de pacientes DMD/DMB, para el diagndstico prenatal, asi como
métodos para una deteccién mdés exacta de portadoras (Hoffman y Schwartz, 1991).
Utilizando sondas de DNA gendmico y de DNA complementario (cDNA) es posible realizar
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hibridaciones que permiten la deteccion del 55% de las mutaciones de la DMD, aunque esta
metodologia es larga y relativamente cara (Koenig ez al, 1987, Arenas, 1996 y Coral, 1995).
Las sondas genémicas compuestas en su mayoria por secuencias no codificadoras (intrones),
también pueden detectar fragmentos de restriccién largos y polimérficos (RFLP’s) dentro
o alrededor del gen DMD y utilizarse en estudios de ligamiento para dar asesoramiento
genético. Los problemas que presenta el uso de esta metodologia para el diagnédstico
molecular son €] gran tamafio y la alta frecuencia de recombinacian intragénica reportada
para el gen DMD (Abbs er a/, 1991) y que ¢l anédlisis de los RFLP’s no detecta el defecto
en el gen. Se ha desarrollado el método altemativo (multiplex 9 y 5) para la deteccion de
las deleciones en el gen DMD, que logra la amplificacién por PCR de 14 exones del gen
DMD situados en los puntos "calientes” mayor y menor, (Chamberlain ez al, 1988 y Beggs
et al, 1990).

Por otra parte, se han identificado en los cromosomas a las secuencias variables
repetidas sucesivas denominadas VN'TR's (Weissenbach, 1993). Estas secuencias se heredan
de forma mendeliana, son altamente polimdrficas (es decir, variables de un individuo a otro
e incluso entre los dos alelos de un mismo individuo), estin ampliamente distribuidas y
pueden detectarse por PCR, por estas caracteristicas, son de gran utilidad tanto en el
diagndstico molecular de enfermedades hereditarias, como en estudios para la identificacion
de individuos (Weissenbach er a/, 1992). Se ha estimado que existen de 50 000 a 100 000
copias de estas secuencias en el genoma humano, las llamadas (dC-dA)n-(dG-dT)n, también
denominadas (CA)n. Estas secuencias de dos nucledtidos, que se repiten muchas veces,

pertenecen a la subclase de secuencias cortas sucesivas, denominadas marcadores o loci



STR’s. Se han reportado marcadores STR de CA en el gen DMD, uno en la region 3°, otro
en el intrén 63, cuatro en la regién 5’ y uno en cada uno de los intrones 44, 45,49y 50 y
se han utilizado exitosamente en el diagndéstico de portadoras de la DMD/DMB (Beggs ¥y
Kunkel, 1990, Clemens er @/, 1991, Feener ez al, 1991, Oudet ez al, 1990 y Powell ez al, 1991).

Utilizando las secuencias cortas (CA)n polimorficas o marcadores STR localizadosen
los intrones 44, 45, 49 y 50 del gen DMD (STR 44, STR 45, STR 49 Y STR S50
respectivamente) el grupo de Clemens. determiné la distribucién y frecuencia de
heterocigocidad en una poblacién caucésica (50 cromosomas) sin relacién de parentesco y
no afectada con la DMD/IDMB, con el fin de poder establecer su utilidad en el diagnéstico
de portadoras de esta enfermedad. Este grupo, encontré una frecuencia de heterocigocidad
para STR 44 de 87%, para STR 45 de 88.7%, para STR 49 de 93.3% y para STR 50 de
71.6% (Clemens ez al, 1991). Asi mismo, emples estas secuencias de repetidos CA para
identificar deleciones en mujeres portadoras. Una de las ventajas de los marcadores STR,
es que se pueden detectar eficientemente por medio de la reaccién en cadena de la
polimerasa o PCR (Clemens ef al, 1991).




ORJETIVOS.

1. Determinacion de las frecuencias de heterocigocidad para los marcadores STR 44, STR

45, STR 49 y STR 50 en la poblacion mexicana.

IL Diagndstico molecular de portadoras de la DMID/DMB en familias mexicanas, mediante
la amplificacién por PCR de los marcadores STR del gen DMD.

III. Identificacion de deleciones en enfermos mexicanos de DMD/DMB, utilizandio la

amplificacion multiple 9 y 5 plex.
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MATERIALES Y METODOS.

1. AISLAMIENTO DE DNA GENOMICO HUMANO.

El DNA genémico humano se extrajo a partir de leucocitos provenientes de individuos
no emparentado, pertenecientes a la poblacién mexicana, con padres y abuelos nacidos en
México y sin antecedentes de DMD/DMB, asi como de personas pertenecientes a familias
con DMD/DMB. El DNA se obtuvo basicamente siguiendo el método descrito por Kempter,
1992, con la diferencia de que al final se purificé con extracciones fendlicas. A 15 ml de
sangre, se les agregé 1 ml de anticoagulante (EDTA al 5% a pH 7.6) y se centrifugaron a
3000 rpm durante 10 min. Los linfocitos se separaron de la interfase con una pipeta Pasteur.
Las celulas se resuspendieron vigorosamente y se lavaron de 34 veces en amortiguador
ALCR (Tris 10 mM pH 7.6, MgCl, S mM y NaCl 10 mM), posteriormente se centrifugé la
muestra a 3000 rpm durante 10 min. Se obtuvo una pastilla celular 1a cual se resuspendié
en 1.772 ul de NaCl 5 mM y se le agregaron 92 ul de SDS al 10% con ¢l fin de lisar las
células. Se agitS fuertemente el tubo conteniendo la mezcla y se adicionaron 616 ul de NaCl
saturado, agitando nuevamente durante 5 min. Las muestras se sometieron a centrifugacian
a 15 000 rpm durante 30 min, pama remover las proteinas precipitadas en la solucién. Se
decanté el sobrenadante en tubos nuevos y se sometié a extracciones fendlicas (Maniatis e¢
al, 1989). El DNA presente en la fase acuosa se precipitd con dos volamenes de etanol
absoluto, se separd de esta solucién, se secé y se disolvié en un volumen de 250-800 ul de
agua estéril. El DNA se calent6 a 65°C durante 10 min para disolverio y cuantificarlo en
geles de agarosa mediante la comparacion con un patrén de concentraciéon conocida de
DNA del fago lambda digerido con HindIII (GIBCO-BRL) y/o midiendo su absorbancia a

260 nm en un espectrofotémetro.
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2. ELECTROFORESIS DE DNA.
La electroforesis se efectué en geles horizontales de agarosa que contenian 0.5 ug/ml

de bromuro de etidio. El amortiguador utilizado fue TBE 1X (Tris-base 89 mM y EDTA
2 mM) (Maniatis er a/, 1989). El voltaje utilizado fue de 100 volts, tanto en los minigeles
como en los geles medianos de 11.5 cm X 13.5 cm.

La electroforesis en geles de poliacrilamida se realizé de acuerdo a lo descrito por
Maniatis er al, 1989. Los geles fucron preparados a partir de una solucién stock de
acrilamida al 30 o al 40% y con una relacién de acrilamida/bisacrilamida de 30:1. Se
agregaron las cantidades necesarias de amortiguador TBE 10X (Tris-base 108 gr, acido
borico 54 gr y 40 ml de EIDTA 0.5 M pH 8.0 por litro), persulfato de amonio al 10%,
TEMED y urea como desnaturalizante a una concentracidn final del 6%. El amortiguador
de corrida fue TBE 1X y los colorantes indicadores fueron azul de bromofenol y xilen
cianol, ambos al 0.1% y formamida al 98%. Los geles se secaron de 30 a 60 min y se
expusieron a una placa autorradiogrifica de 12 a 48 hrs, a -70 °C. Posteriormente se

revelaron y analizaron las placas de acuerdo al patrén de bandeo.

3. AMPLIFICACION DE DNA MEDIANTE PCR.

El DNA de los individuos enfermos de DMD/DMB, de las mujeres pertenecientes a
familias con antecedentes de DMID/DMB y de las personas no afectadas y sin antecedentes
de esta enfermedad, se amplificé por medio de la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) , usando pares de oligonucledtidos localizados dentro del gen DMD

(Saiki, 1990).
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3.1. AMPLIFICACION MULTIPLE 9 Y 5 PLEX DE DNA DE LOS ENFERMOS
DMD/DMB.

La detecddn de deleciones en los enfermos de DMID/IDMB se efectuo utilizando series
de 9 y 5 pares de oligonucleétidos, denominados 9 y 5 plex (Chamberlain ez al, 1988, Beggs
et al, 1990). Estos pares de oligonucleétidos identifican diferentes exones del gen DMD
ubicados en los puntos "caliente mayor” y "caliente menor”. Las caracteristicas de los
oligonucle 5tidos y su secuencia se presentan en la tabla A. Las reacciones de amplificacién
se realizaron en tubos que contenian 2.5 U de Taq polimerasa (Perkin Elmer Cetus o
GIBCO-BRL), amortiguador para la enzima (MgCl, 6.7 mM, Sulfato de amonio 16.6 mM
‘Tris-HC1 67 mM pH 8.8, 170 ug/ml de Albuimina de suero bovino, B-mercaptoetancl 10 mM
vy EDTA 6.7 mM), 100-200 ng de DNA, 12.5 pmoles de cada oligonucle&tido, 1.5 mM de
cada dANTP, 10% de DMSO, agua desionizada esteril hasta completar 25 ul y 25 ul de aceite
mineral. Las reacciones se incubaron en un termociclador Perkin-Elmer Cetus 480 de
acuerdo a las siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial a 94°C, 7 min; 25 ciclos de
desnaturalizacién a 94°C, 30 seg: alineamiento a 52°C, 30 seg; polimerizacién a 65°C, 4 min
y una extencién final de 7min a 65°C. Los DNAs que se analizaron con los 5 plexs se
alinearon a una temperatura de 54°C durante 30 seg. Los productos de PCR se analizaron

por electroforesis en geles de agarosa al 4% conteniendo 0.5 ug/ml de bromuro de etidio.
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EXON

SECUENCIA FRAGMENTO
(rb)
9 PLEX

Exén 4 S-TTGTOGGTCTOCTGCTGGTCAGTC 196
5 CAAAGOCCTCACTCAAACATGAAGC

Exén 8 S “GTOCTTTACACACACTTTACCTGTIGAG 360
5" GGOCTCATTCTCATGTICTAATTAG

Exén 12 S'GATAGTGGGCTTTACTTACATCCTTC 33
S “GAAAGCACGCAACATAAGATACACCT

Exén 17 S“GACTTTOGATGTTGAGATTACTTTCCC 416
$-AAGCTTGAGATGCTCTCACCTTTTCOC

Exén 19 S TTCTACCACATOCCATTTTCTTCCA 499
SGATOGCAAAAGTGTTGAGAAAAAGTC

Exén 44 S CTTGATOCATATGCTTTTACCTGCA 268
S~ TOCATCACCCTTCAGAACCTGATCT

Exén 45 5-AAACATGGAACATCCTTGTGGGGAC 47
S“CATTCCTATTAGATCTGTCGCOOCTAC

Exén 48 S“TTGAATACATTGGTTAAATOCCAACATG 306
5 CCTGAATAAAGTCTTCCTTACCACAC

Exén SL S GAAAATTGGCTCTTTAGCTTGTGTTTC 388
$"GGAGAGTAAAGTGATTGGTGGAAAATC

5 PLEX

Promotor 5GAAGATCTAGACAGTGGATACATAACAAATGCATG s3s
S“TTCTOCOGAAGGTAATTGOCTCOCAGATCTGAGTOC

Exén 13 5~ AATAGGAGTACCTGAGATGTAGCAGAAAT 238
5".CTGACCTTAAGTTIGTTCTTCCAAAGCAG

Exdén 43 S~ GAACATGTCAAAGTCACTGGCACTTCATGG 3s7

*-ATATATGTGTTACCTTACCCTIGTOGGTCC
Exén 50 No publicada 711
Exén 52 5~AATGCAGGATTTGGAACAGAGGOGTCOC

5-TICGATCOGTAATGATTGTICTAGCCTC

113

TABLA A. Ubiceciéia y sscasncia de lon eligenaciedétides do S y 9 plox, ast come ol

ampliicedo.
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3.2. AMPLIFICACION DE LOS MARCADORES STR EN FAMILIAS AFECTADAS

CON DMD/DMB Y EN POBLACION NO AFECTADA.

La amplificacién por PCR de los repetidos variables de (CA)n o marcadores STR se
efectué en poblacion no afectada por la DMD/DMB, con la finalidad de determinar la
heterocigocidad de estos marcadores y poder utilizarios en la deteccion de portadoras. Asi
mismo se amplificaron las sccuencias polimérficas STR de familias afectadas con la
DMD/DMB con la finalidad de determinar el estado portador de las mujeres pertenecientes
a estas familias.

En la tabla B se muestran la localizacién y secuencias de los oligonucleotidos utilizados
para amplificar a los marcadores STR centrales (44 a 50) y de los extremos 5’ y 3°. La
amplificaciéon de los marcadores STR de los intrones 44, 45, 49 y 50 se efectud siguiendo
los pasos que describe Clemens ez al,1991. Cada reaccion de PCR se llevés a un volumen
final de 15 ul con agua desionizada esteril ¢ incluys 20 ng de DNA; 1.5 ul de amortiguador
de reaccién 10X (Tris-HCl 100mM pH 8.3, KC1 500 mM, MgCl, 15 mM); los ANTPs 200
mM; dCTP? 20mM ( 2 uCi ); 2.5 pmoles del par de oligonucleétidos STR 50 y 15 pmoles
de cada par de oligonucledtidos STR 44, 45 o 49; 1 unidad de Tag polimemasa y 25 ul de
aceite mineral. Los oligonuclestidos para los marcadores STR 44 y STR 49 se colocaron
en una misma reaccion de PCR y los oligonucleétidos para los marcadores STR 45 y STR
50 también se colocaron juntos en una reaccién. Las condiciones de ampilificacion fueron:
desnaturalizacién inicial a 94°C, 5 min; 23 ciclos de desnaturalizacién a 94°C, 30 seg:
alineamiento a 62°C, 30 seg; polimerizacién a 65°C, 2 min y extensidn final de 5 min a 65°C.

Para la amplificacién efectuada con los oligonucle Stidos DYSII-5” (Feeneretal, 1991)

la reaccién se realizé en 50 ul de volumen final conteniendo 400 ng de DNA. 5 ul de
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amortiguador 10X, 16 pmoles de cada oligonucledtido, 2.5 U de Taq polimerasa y 50 ul de
aceite mineral. En esta reaccién se utilizaron los mismos éomponentes y a la misma
concentracién que en las amplificaciones de los marcadores STR 44, 45, 49 y 50. Las
condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacién inicial a 94°C, 5 min; 24 ciclos de
desnaturalizacién a 94°C, 30 seg: alineamiento a 55°C, 30 seg: polimerizacion a 63°C, 4 min
y una extensién final de 10 min a 63°C.

En cuanto a las reacciones de PCR con los oligonucle 6tidos DMD1c-2 que amplifican
secuencias STR del extremo 3° (Powel ez al, 1991), éstas se efectuaron en 30 ul de volumen
final de reaccién que contenia 300 ng de DNA, 3 ul de amortiguador 10X, 10 pmoles de
cada oligonucleétido, 1 U de Taq polimerasa y 30 ul de aceite mineral. Los demsés
constituyentes de la reaccion y sus concentraciones fueron sefialados anteriormente en la
amplificacién de los repetidos STR centrales. Las condiciones de amplificacién fueron:
desnaturalizacién inicial a 94°C, 6 min; 25 ciclos de desnaturalizacién a 94°C, 2 min;
alineamiento a 50°C, 2 min; polimerizacion a 72°C, 1 min y una extension final de 5 min a
65°C. Alicuotas de 5-10 ul de todas las reacciones de PCR s¢ mezclaron con 5-10 ul de
amortiguador de muestra desnaturalizante (formamida 98%, xilen cianol 0.1%, azul de
bromofenol 0.1% y EDTA 10mM pH 8) se incubaron a 95°C por 5 min y se corrieron en
geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 6%, se secaron y se expusieron a placas
autorradiogriéficas.
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Ubicacita de los

SECUENCIA NOMBRE Reforervias
Oligoauciedtidos
Inirém 44 TCCAACATTGGAAATCACATTTCAA STR 44/A Clormrs ot
TCATCACAAAATAGATGTITCACAG STR 44/B ot 1991
Inirén 45 GAGGCTATAATTCTTTAACTTITGGC STR 45/A Clarssra
CTCTTTCCCTCTTTATTICATGTTAC STR 45B oL 1991
Intr&n 49 COTTTACCAGCTCAAAATCTCAAC STR 49/A Closmna ot
CATATGATACGATTOGTGTTTTGC STR 49/B o 1991
Intr6n 30 AAGGTTCCTOCAGTAACAGATTIGG STR S0/A vl
TATGCTACATAGTATGTCCTCAGAC STR S0B
200 Kpb del TCTTGATATATAGGOGATTATTTGTGTTTGTTATAC DYS II-5° Foarmr ot
extremo $° ATTATGAAACTATAAGGAATAACTCATTTAGC DYS -3 ot 1991
del promotor de
mésculo
Intrén 60 TOTCIGTCITCAGTTATATG DMD 162-5" oy .o
ATAACTTACOCAAGTCATGT DMD 1c-2-3" 1991
TABLA B. Ubicadéa y secaencie de los oligoaucieStidos utiiiandos en Is smplificacién de los o STR dsl
gen DMD.
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4. OBTENCION DEL CONTROL DE SECUENCIACION pBSMB.

La regién amplificada del plésmido pBSMB que se utilizé para conocer los tamaios de
los alelos STR de las personas no afectadas con la DMID/DMB, ¢s un fragmento de 908
pb constituido por un inserto de 734 pb del gen de la enzima Taq DNA polimerasa,
flanqueado por las secuencias iniciadoras de M13 (lacZ). La metodologia utilizada para
amplificar el control de secuenciacién pBSMB, fue la indicada en el "Kit” de secuenciacidn
AmpliCycle™ PERKIN ELMER. Fl primer paso consistié en marcar radioactivamente al
iniciador, agregando a un tubo de reaccién 0.6 ul de amortiguador de cinasa 10X, 0.5 ul de

iniciador 20 uM, 1.0 ul de [gama->’P]-ATP equivalente a 10uCi, 3 ul de T4 polinucledtido
cinasa (10 U/ul) y 1.1 ul de agua desionizada

ilizada para completar un volumen final
de 6.2 ul. La reaccion se incubé a 37°C durante 10 min y después a 90°C durante S min en

el termociclador. Una vez marcado radioactivamente el iniciador se procedis a secuenciar
el control de secuenciacién pBSMB, colocando en 4 tubos, 4 ul de cada una de las mezclas
de terminacion para A, T, Cy G . En otro tubo se¢ prepard la mezcla de reaccion agregando
1 ul de iniciador marcado radioactivamente, 4 ul de amortiguador de mezcla de reaccién
10X (Tris-HC1 500mM pH 8.9, KCl 100 mM, MgCl, 25 mM y Tween® 20 a 0.25%), 5 ul
del control de secuenciacién pBSMB, 1 ul de Taq polimerasa (1 U) y 9 ul de agua
desionizada esteril para completar un volumen final de 20 ul. A cada uno de los 4 tubos
conteniendo las mezclas de terminacion, se le agregaron 4 ul de la mezcla de reaccién,
agitando suavemente y 8 ul de aceite mineral. Las condiciones de amplificacién para estas
reacciones fueron: 1 ciclo a 95°C durante 1 min; 20 ciclos de 1 min a 68°C y de 1 min a
68°C. Una vez concluida la amplificacién, a cada tubo se le agregaron 4 ul de solucioén de
paro (Formamida al 95%, EDTA 20 mM, azul de bromofenol al 0.05% y xilen cianol al
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0.02%), los tubos se agitaron en vortex y se tomaron alicuotas de 5-10 ul, las cuales se
sometieron a electroforesis en geles de acrilamida desnaturalizantes (tal como se describié
en la secciagn 3.2), flanqueando al DNA amplificado de los marcadores STR.



19

RESULTADOS.
1. Frecuencia de Heterecigocidad de los marcaderes polinserfices STR 44, 45, 49y SO em In

peblacién mexicana.
La heterocigocidi de los marcadores genéticos empieados en el diagndstico molecular

de la DMD/DMB es una informacién que se requiere conocer para realizar ¢l andlisis de
ligamiente genético en las familias que presentan antecedentes de DMIYDMB. Los
marcadores serian informativos, en este tipo de anilisis, en funcidén de su heterocigocidad.
Con la finalidad de conocer la heterocigocidad, tamafio y frecuencia de los marcadores STR
44, 45, 49 y SO en la poblacién mexicana, ubicados dentro del gen que codifica para la
Distrofina, se analizaron 22 personas no afectadas por DMIWYDMB y sin relacién de
parentesco. Las muestras de DNA se extrajeron de linfocitos de sangre periférica de acuerdo
al procedimiento sefialado en material y métodos. Las condiciones de amplificacién del

DNA por PCR fueron las reportadas por Clemens er al 1991 y estén descritas en la seccién
de materiales y métodos.
Después de probar que el DNA de un varéan (24) y una mujer (26) generaron 1 y 2
bandas respectivamente (ver fig. 1), se procedié a amplificar las muestras de 22 individuos.
Tomando en cuenta la ventaja de que al analizar DNA extraido de mxujeres se obtienen
resultados de 2 cromosomas X en vez de 1 cromosoma X cuando se trabaja con hombres,
se decidié utilizar prioritariamente DNA de mujeres. En la segunda amplificacion se trabajé
con el DNA de 4 mujeres identificadas con los numeros 11, 15, 26 y 28. Los resultados
obtenidos muestran que para los marcadores STR 44 y 45, todas las muestras resultaron
heterocigotas; se obtuvieron 2 bandas en la amplificacion de esta secuemcia. Por lo que
respecta al marcador STR 49, se obtuvo una banda para la muestra 15, lo que indica que
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la persona es homocigota, mientras que se obtuvieron 2 bandas para las muestras 11, 26
y 28. Para STR 50, solo el No. 26 es heterocigota y el resto de las muestras; 11, 15 y 28
resultaron ser homocigotas (fig. 2).

En el siguiente ensayo PCR, se amplificé €l DNA extraido de las mujeres 3,9, 12,y 18
(fig- 3). Los resultados muestran que las numeros 3 y 9 son mujeres homocigotasy 12 y 18
heterocigotas para la regién del marcador STR 44. Para STR 49, la muestra 18 results ser
heterocigota y las 3, 9 y 12, homocigotas. En cuanto a la region STR 45, las mujeres 3, 12
y 18 muestran heterocigocidad. La muesira 9, presenté una banda inespecifica (regién
inferior derecha), por lo que, se decidié repetir nuevamente su amplificacién. Para el
marcador STR 50, las mujeres 3 y 9, son homocigotas y las 12 y 18 son heterocigotas.

La fig4 muestra los productos de amplificacian de los DNAs de las mujeres: 9 (trabajado
parcialmente en el ensayo anterior, ver fig, 3), 20, 34 y 35. En este experimento se decidio
incluir en ¢l corrimiento del gel, la secuencia del plasmido pBSMB, (ver Materiales y
Métodos), que sirvié para determinar los tamafios de los alelos (CA)n encontrados en los
loci STR 44, 45, 49 y 50. Las muestras se corrieron en un gel de acrilamida para
secuenciacion, con la finalidad de obtener una mejor separacion de las bandas (ver fig. 4).
Como se puede observar, la mujer 9 resulté homocigota para STR 44, mientras que las
mujeres 20, 34 y 35 son heterocigotas. En cuanto al marcador STR 49, la mujer 34 resulté
heterocigota y las mujeres 9, 20 y 35, homocigptas. Por ultimo, para el locus STR 50, las
muestras 9 y 34 son homocigotas y las 20 y 35 son heterocigotas. Cabe sefialar que, en este
ensayo PCR no se logré una buena coincidencia entre la intensidad de 1as bandas de los loci
STR y la de las bandas del control de secuenciacién pBSMB, sin embargo, se logrd

determinar los tamadfios de los marcadores STR, usando dos placas de diferente exposicién.
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Fig. 1 Ampliificeciéa de Jos marcadores STR 44, 49, 45 y 50 de las muestras 23 y 26. Los DNAs wohmmn.
p-nu' de lnuestrls sangume.s de las personas en estudio y se someticron a PCR de rdo a lo o en

Los ductos de PCR se analizaron en geles de acrilamida al 625 y se expusieron a placas
autormdiogréficas. En los carriles 1, 2y 4 se presenta la migracion del DNA de un varén (No. de identificacion
24). Los marcadores STR estén senaldos a los lados del cuadro. En el carril 5 esti la migracién del DNA de una

jer (No. de ideatificacion 26). En los carriles (-) se observa el > yo de PCR pero sin DNA (controles
negativos).
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Fig 2 Amplificacdién de los mercaadores STR 44, 49, 45 y 50, de Ilss mwestrus 11, 15, 26 y 28. Los DNAs se
obtuvieron a partir de linfocitos de las personas en estudio (ver Material y Métodos). Las muestras de DNA se
sometieron a PCR como se d ibe en M. ial y Métodos y Ios d de PCR se cofsrtieron en geles de
acrilamida al 6% y se expusi a pl autorradi 1 La i6n de los loci STR se seialan a los lados
del dro. Carril 1, ra 11: carril 2, muestra 15; carril 3, muestra 26; y carril 4, muestra 28. El analisis de los
loci STR 44 y 49 esté en los carriles 1 al 4y de los marcadores STR 45y 50 se presenta en los carriles 6 a 9. Carril
6, muestra 11; carril 7, muestim 15; carril 8, muestra 26. y carril, muestra 28. En los carriles 5y 10 se efectué la
reaccion de PCR pero sin DNA (controles negativos).
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FMig 3 Anélivis do loe Jod STR 44, 45, 49 y S0 do los muestras 3, 9 12 y 1& Se eximnjo ¢l DNA de muesims
sanguincas de Ias personas estudiadas, como se describe en Material y Méodos. El DNA se someti6 a la seaccitn
de PCR; los plodndon lu-lullu se -nlhnmn en geles de acrilamida al 6% y sc expusieron a piacas
autormdiogrificas (ver A ly N )- La ub ia de los o STR, se indica a los lados del cuadro.
Al carril lchorluplkelDNAchllmmlnS.llZy7deh9.llSy8thh12y.l¢y9dehl..&b-
carriles Sy 10 se reali los yos PCR p pero sin DNA (coatroles negativos).
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muecsims de sangre de Ins penoanss estudiadas, sigt do los pasos d en M

estos DNAs se someticron a PCR, se corricron en geles de acrilamida y se expusi a p; autorradiogréficas,

como se describe ea Material y Métodos. En los carriles i les migro el 1 de iscibn pBSMB en el

ordea A T CG. La sbicaciéa de los o STR se p a los lados del cundro. Las bandas de los loci
i en los iles 1 al 4; carsl 1, muestra 9; aarril 2, muestra 20; carril 3, muestra 34;

STR 44y STR 49 s
y carril 4, muestem 35, l.um.delmbastSysmSOIecolnemnealosamle-Salc.amls muesta

9; carril 6, muestrs 20; carril 7. muestms 34; y carnil 8, muestra 335, A los carriles (<) corresponden los coatroles
megativos (toda Ia reacciéa de amplificacidn, sin DNA).
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En los dos siguientes experimentos de amplificacion por PCR, se trabajaron los DNAs

de 11 mujeres, identificadas con los numeros: 13, 16, 19, 25, 27, 32, 48, 6, 17,29 y 36. Los
productos de las amplificaciones, se corrieron enun gel de secuenciacion. Para el locus STR
44 resultaron heterocigotas las muestras: 19, 25, 27, 32, 17 y 29 y homocigotas las mujeres:
13, 16, 48, 6 y 36. Para el locus STR 49 se encontré que son heterocigotas las mujeres: 19,
27, 6, 17 y 29 y homocigotas las muestras: 13, 16, 25, 32, 48 y 36. En cuanto al locus STR
45 se encontré que son heterocigotas las muestras: 19, 25, 27, 32, 6, 17, 29 y 36 y
homocigotas los numeros 13, 16 y 48. Por ultimo con €l locus STR 50, se encontré que son

heterocigotas las mujeres: 16, 19, 32, 6, 17, 29 y 36 y homocigotas: 13, 25, 27 y 48 (ver fig.5).

En los siguientes experimentos se amplificd €l DNA de las mujeres identificadas con los
numeros: 13, 16, 19, 25, 27, 32, 48, 6, 17,29 y 36 con el objeto de determinar el tamafio de
sus alelos (CA)n ubicados en los loci STR. Por lo cual se realizé el experimento de
amplificacién junto con el control de secuenciacién pBSMB. En este experimento, cuyos
resultados se aprecian en la fig. 6, fue posible determinar los tamafios de los alelos (CA)n,
excepto para los alelos del locus STR 44, los cuales no aparecieron en ningGn carril.
Posteriormente se comprobé que el problema con el anilisis del marcador STR 44 fué la
concentracidn baja de los oligonucle Stidos iniciadores. Los resultados de los tamafios de los
alelos STR 44 y 49 se presentan en la fig. 7, en la cual se aprecian las 2 regiones
correspondientes a los loci STR 44 y 49 y se observa ¢l corrimiento de los fragmentos del
plasmido pBSMB flanqueando a los marcadores STR.
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mswﬁahusnua.oyubh.mls.ng 19, 28, 27, 32, 48, 6, 17, 29y 36. A parnir
s sang de lasp en umﬁo. se obtuvieron los DNAs cuyas alicuotas se sometieron 3 PCR.

(ver les y Métodos) Los prody P(:Rle.nhnmnenplude-cnlunchll“ La ubicacita de
lunmdousmle all-do # del Del carril 1 al 7, y del 9 3l 15, s comieros los DNAs
de las owmjeses: 13, 16, 19, 28, 27, 32y40 L dos en eae ord enlosarnluuhladm) Del camil 17 al 20,
y del 22 al 23, lccolmmllolDNAldelllm;elu.G.l7 29y 36 locadk dea ea los carriles

selajedos). Ea los carriles (-) se - los les negativos (com todo excepto DNA)



27

‘T € G 8 9 )

STRSO STRSO

STR4S

- §

Fig 6 ldsntilicecién de los alsles (CA)a do los Joci STR 45 y 30, on ln pobiacién i Los DNAs
de las pe ea nnldno y alicuotas de estas fueron sometidas a

se obtuvieron a partir de v
mt.aenbacomumheen" iak y“‘ dos. Los p de PCR se analizasron en geles de
acrilamida al 6% y s # diograficas. Bl 1 de inciGn esté sefisiado en jos

a
carriles A T C G. Caril 1, muestra 13; cafril 2, muesim 16; casmil 3, muestra 19; canvil 4, muestm 25; carnil 5,
muesina 27; carvil 6, muestra 32; uml 7. mucstra 48; carril 8, muestma 17; carril 9, muestra 29; y carril 10, muestm
36 (ea Ia regitm inkerior estén sck ins & dientes a STR 45 y en la superior a STR 50). en el

carril (-) esté el coatrol segativo (con todos los mwuv;mepo DNA).
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Fig. 7 Amplificaciéa do los lad STR 44 y STR 49 do los mujeres: 13, 16, 19, 28, 27, 32, 48, 6, 17, 29 y 36 Los
DNAs se obtuvieron a partir de muesiras sanguineas de In penonas en estudio y-lnwomde estas fucron

mm-m&mm-mnondﬁwuuu" i y“‘ dos. Los p de PCR se ssalimros
ea geles de acrilamida al 6% y se a pl diogralicas. Elcolnoldemhm-e
comée.btambnehh«ummoATCG.B.hngﬁ | inferior se is el andlisis del locus STR

44 y ea 1a regiéo ceatmal supernior, €l locus STR 49. Carril 1, muestma 13; carril 2, muestra 16; carril 3, muestra 19;
carmril 4, muestma 25; carril S, muestra 27; carnil 6 muestra 32; carril 7. muestra 48; carril & mwmestrs 6; carril 9,
muestra 17; carril 10, muestra 29, y carril 11, muestra 36. Ea el carril 12 se corrié el control aegativo.
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En las tablas I y II se muestran los resultados obtenidos en todas las reacciones de
amplificacién. En la tabla I se muestran los tamaifios de los alelos encontrados al analizar
1os loci STR 44, 45, 49 y 50 en 30 cromaosomas. Asi mismo, se muestra la frecuencia de los
alelos encontrados. En la tabla IT, se muestran las medidas de variacion, presentadas como
j)orwntnjes de heterocigocidad, determinados a partir de 44 cromosomas. Como se observa
en la tabla II, el locus con mayor porcentaje de heterocigocidad es el STR 45 (73.3%),
seguido por STR 44 (68.2%), STR 50 (54.5%) y STR 49 (45.5%). En los loci STR 44 y STR
45 se encontraron 13 tipos diferentes de alelos, en STR 49, 12 y en STR 50, 8 tipos.

I1. ldentificacién de delociones en el gen DMD en pacientes mexicanes con DMD/DMB.

En el andlisis molecular de pacientes con DMD/DMB ¢s importante la deteccién de
eliminaciones, ya que este tipo de mutaciones se han reportado como las mds frecuentes en
esta enfermedad. presentandose en alrededor del 65% de los pacientes (Worton y
Thompeon, 1988). Mediante la amplificacién miltiple del DNA por PCR se pueden localizar
de manera répida y precisa el 98% de las alteraciones mayores presentes en el gen DMD
(Beggs et al, 1990).

Con la finalidad de detectar posibles eliminaciones enel gen DMD, los DNAs de cuatro
pacicntes mexicancs con DMD/DMB fueron analizadas por amplificacion multiple con los
9y S plex, como se describe en Material y Métodos. Cabe sefialar, que con la amplificacién
9 y 5 plex, se detectan climinaciones en las zonas propensas a mutaciones mayores

(Chamberlain of al, 1988 y Beggs ef al, 1990).



Alelo (tamano) Frecueacia 70

Alelo (tamaio)

Frecueacia %
STR 44 STR 49:
A Q™) 33 A (231) 33
B (187) 33 B (235) 33
C (188) 33 C (240) 6.7
D (189) 6.7 D (241) 33
E (191) 16.7 E (24%5) 6.7
F (193) 33 F (247) 6.7
G (194) 33 G @250) 6.7
H Q97 33 H @5) 33
1 (198) 10 1 (252) 6.7
3 (200) 6.7 3 (253) 33
K @o01) 33 K (254) 33
L (@02) 3.3 L (255) 167
M (204) 133
STR 48: STR SO

A (156) 33 A (235) 20
B (157) 33 B (236) 133
C (158) 133 C @37 33
D (159) 10 D (242) 3.3
E (163) 33 E (243) 167
F (167) 33 F (244) 133
G (170) 16.7 G (246) 6.7
H (171) 10 H (51) 3.3
1. (A73) 6.7
3 (179 33
K Q7% 33
L Q 6.7
M (182) 33

Tobe 1. T y i clas de los alelos STR 44, 45, 9y 50 p en pobleciés mext Los né;

enlm is indi los & enpludchue;(pb) inados por i6a con la
i6n pBSMB. La {

alelo eatre el nGmero total de alelos lde-nﬁc-dns

del
6 al dividir el nGmero de veces que se encontrd cada
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Locus de Heterocigocidad No. de alelos diferentes
analizados) % otservados
STR-43 @9 8.2 13
STR-45 (44) 773 13
STR-49 (44) as.5 12
STR-50 449) 545 8
Tabls II. Fi

igncided y No. de alel b des (CA)an, on los led STR del geu de la Distrofins.
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Los cuatro nifios, identificados como: 189, 5D, 211 y 212 (Jos dos tiltimos son bermanos),
presentaron altos niveles de la enzima CPK (datos no mostrados). En la fig. 8, se muestran
los resultados encontrados al amplificar los DNAs de estos nifios con la amplificacién
miiltiple de DMD 5 y 9. Como se puede observar, al nifio identificado como 5D, se le
detectaron deleciones en los exones: 50, 52 (5 Plex) y 51 (9 Plex), mientras que a los tres
nifios restantes no se les detectaron deleciones en estos exones. La extencién de las
mutaciones en el nifio SD se abordé en los siguientes experimentos que corresponden al

anilisis de ligamicnto (ver fig. 9).
1l1. Diagnéstice Molecular de mujeres portadoras de Ia DMD/DMB.

Tomando en cuenta la frecuencia de heterocigocidad de Jos marcadores STR encontrada
en la poblacién mexicana se decidio efectuar el diagndéstico de mujeres portadoras, a través
del aniilisis de ligamiento y utilizando las secuencias STR (repetidos de (CA)n). Se
analizaron dos familias identificadas como: Dy 26, con las secuencias polimdérficas presentes
en los intrones centrales STR 44, STR 49 y STR 50 (Clemens ez al, 1991). La familia 26 se
analizé también con un marcador localizado en el extremo 3° (DMDlc-2) (Powell ef al,
1991), y con otro situado cerca del extremo 5° (DYS II-5°) (Feener ez al, 1991) esto con la

finalidad de descartar eventos de recombinacidn.
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En la familia ID, se habia encontracdo mediante el analisis multiplex de PCR que el nifio

5D, afectado con DMD, tenia una delecién de los exones 50, 51 y 52. Esto fué confirmado
con la amplificacién de las regiones STR 49 y STR 50, en las cuales no se obtuvieron
fragmentos, indicando que la delecién incluye a los intrones 49 y 50 (ver fig. 9). En esta
familia, la mujer 3D (madre del nifio afectado 5D) es portadora obligada, lo que se
demuestra al observarae uno solo de los alelos; el alelo faltante corresponderia al que porta
la delecién. Las mujeres 1D y 4D (hermanas del nifio 5D), heredaron el alelo materno que

no porta la delecién, 1o que demostré que no son portadoras de la enfermedad.

) En la Fig 10 se muestran el pedigree y las autorradiografias obtenidas de la
amplificacion de los alelos (CA)n de los loci STR 44, 49, DYS II-5°y DMD1c-2-3°, de la
familia 26. En esta familia se encuentra un varén afectado con DMD, identificado con el
niamero 26.1. Cabe sefialar que este paciente presenta delecién en los exones 46 y 47 (Coral,
R.M., 1995). Los resultados obtenidos para el locus STR 49, muestran que las hermanas
del paciente 26.1, no son portadoras de la DMD, ya que heredaron el alelo que no segrega
con la enfermedad (el alelo que segrega con la enfermedad estd presente en el paciente
26.1) (ver fig. 10 panel Ay A°).

En cuanto al locus STR 44, la amplificacién muestra que esta region no es informativa,
debido a que la madre que es portadora obligada (nimero 26.2) es homocigota para este
marcador, lo que impide la identificacién del alelo que va ligado a la enfermedad (fig. 10
panel A%).

Por lo que respecta a la no portacion de la mutacidn responsable de la DMD en las
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hermanas del varén afectado, en el locus STR 49, cabia la posibilidad de que este resultado
se debiera a un evento de recombinacién meidtica que alterara el ligamiento de los alelos
con la enfermedad Para descartar esta posibilidad de recombinacién, se efectud la
amplificacion y anilisis de los alelos de la regidn polimorfica DYS n;s ‘(ubicada hacia el
extremo S -del gen DMD) y se encontrS que las hermanas (26.3 y 26.4) no heredaron el
alelo ligado con la enfermedad, cofirméndose el resultado previo (ver fig. 10 panel B). Asf
mismo se realizé el andlisis y amplificacion de los alelos de la region ubicada hacia el
extremo 3° (marcador DMD1c-2-3 °), los cuales no fueron informativos ya que, produjeron
un solo fragmento (fig. 10 panel C), lo que indica que la mujer portadora obligada es

homocigota para este marcador.
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DISCUSION.

Las mujeres portadoras de la DMIYDMB son asintomaticas en su gran mayoria debido
a que solo tienen mutado uno de sus dos genes que codifican para la distrofina. El gen
normal que presentan produce distrofina suficiente para que el miGsculo tenga un
funcionamiento normal. En base a lo anterior, la identificacién de mujeres portadoras para
la DMD/DMB es dificil de llevar a cabo.

Ladeterminacion del estado portador de la enfermedad generalmente se lleva a cabo
mediante la medicién de los niveles de la enzima muscular creatinina fosfocinasa (CPK) en
suero, los cuales son altos en la mayoria de las mujeres portadoras. Sin embargo, aunque
estos datos aportan cierta informacidn, estos son imprecisos debido al hecho de que en una
misma mujer, fluctuan los niveles de 1a CPK en funcién de diversos factores (Appel y Roses,
1983, Barkhaus y Gilchrist, 1989, Schwartz et al, 1992 y Worton y Thompson, 1988).

Apartirde la clonacién del gen DMD (Koenigetal, 1987, Worton y Thompson, 1988),
se han identificado secuencias polimérficas fuera y dentro del gen, lo que ha permitido 1a
deteccién de portadoras por medio de pruebas de ligamiento genético (Darras ef a/, 1988).
Para la determinacion del estado portador de 1a DMID/DMB en mujeres en riesgo, en este
estudio se emplearon secuencias polimé&rficas intragénicas denominadas STR, las cuales se
localizan en los intrones 44, 45, 49 y 50 y en los extremos 5’ y 3° del gen DMD (Clemes ef

al, 1991, Feener et al, 1991 y Powel ef al, 1991).

Las ventajas que presenta la utilizacién de los marcadores STR son:
- Los marcadores STR 44, 45, 49 y 50 se localizan dentro de la region del gen en 1a que se
ha encontrado la mayor frecuencia de mutaciones (Clemens ef al, 1991), por lo cual, la
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amplificacion de estos loci permite la deteccion de deleciones en pacientes con DMD/DMB

y en mujeres portadoras. Cuando se identifica una delecién en una mujer en riesgo, el
diagndstico tiene una certeza del 100%.

- La alta heterocigocidad encontrada en eétos loci en nuestra poblacion (discutida mas
adelante) y en otras poblaciones estudiadas (Beggs y Kunkel, 1990, Clemens ez al, 1991,
Feener ¢f al, 1991 y Powell ¢f al, 1991). Esta caracteristica les permite a estos marcadores
ser altamente informativos.

- Con la utilizacién de los 4 marcadores STR ubicados en la regién central del gen de la
distrofina y los otros 2, situados uno en cada extremo del gen se disminuye el riesgo de un
error en ¢l diagndstico causado por la alta recombinacion meidtica que ocurre en la regién
que abarca los intrones 44 y 50 del gen DMD (Oudet et al, 1992). Se considera que con la
utilizacion de 2 secuencias en el punto caliente mayor de eliminacion del gen DMD y los
2 marcadores de los extremos, es posible obtener informacién diagndstica de portadoras y
de eventos de recombinacién intragénica, en casi todas las familias DMD/DMB que se
analizan (Chakraborty er al, 1994).

- El diagndstico temprano y certero de las portadoras que se obtiene con estos marcadores
es 1Gtil para el consejo genético.

- Con estos marcadores, se puede diagnosticar casos aislados (sin antecedentes familiares
de DMD/DMB), si se detecta la delecion.

- Una ventaja adicional, es que con el empleo de estos marcadores se puede realizar anilisis
de paternidad.

Por lo que respecta a la determinacién de la frecuencia de heterocigocidad en la
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poblacién mexicana, de las 23 mujeres no afectadas por lJa DMD/DMB vy sin relacién de
parentesco, analizadas en los cuatro loci (CA)n del gen de la distrofina humana, no se
encontraron dos mujeres que tuvieran el mismo haplotipo. Los loci que resultaron ser més
polimdrficos en la poblacién estudiada son €l STR 44 y el STR 45, ambos con trece alelos
y una frecuencia de heterocigocidad para STR 44 del 68.2% y para STR 45 del 77.3%. El
locus menos polimérfico es el STR 50, con ocho alelos y una frecuencia de heterocigocidad
del 54.5%. Comparando estos datos, con los encontrados en la poblacién caucidsica, tenemos
que el locus reportado con mayor polimorfismo es el STR 49, con 19 alelos y una frecuencia
de heterocigocidad del 93.3% y el alelo menos polimérfico es también STR 50 con 6 alelos
y una frecuencia de heterocigocidad del 71% (Clemens ez al, 1991). De acuerdo a los datos
presentados en cste trabajo, podemos sefialar que la frecuencia de heterocigocidad de los
marcadores STR de la poblacion estudiada es adecuada para hacer anidlisis de ligamiento
y detectar mujeres portadoras de la DMID/DMB en familias mexicanas afectadas con esta
enfermedad. El alto grado de heterocigocidad de los loci STR, también incrementa la
probabilidad de identificar ¢l mosaicismo gonadal (Clemens ez al, 1991).

Los tamafios de alelos encontrados en la poblacién mexicana estidiada son: el menor
de 156 pb (para el alelo localizado en el locus STR 45) y el mayor de 255 pb (para los alelos
localizados en el locus STR 49), en tanto que los tamafios de los alelos reportados para la
poblacidén caucidsica son: el menor de 156 pb (para los alelos localizados en el locus STR
45) y el mayor de 257 pb (para los alelos ubicados en el locus STR 49)(Clemens efal, 1991).

En cuanto a las 2 familias analizadas en este trabajo, se paxdo ampliar la informacién con
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En cuanto a las 2 familias analizadas en este trabajo, se pudo ampliar la informacién con

respecto a la extensién de la delecién en el paciente SD, con los marcadores STR,
encontriandose que esta abarca a los intrones 49 y 50 del gen DMD. En este caso, cOmo se
detecté la delecion, el diagnéstico de las hermanas es contundente ya que estas, heredaron
¢l alelo materno sin delecidn, siendo por lo tanto no portadoras de la enfermedad. Para la
familia 26 se tuvo que emplear el marcador localizado en el extremo 5 (DYS II-5") y el
marcador localizado en el extremo 3° (DMD1c-2), ya que, no obstante que en ¢l marcador
STR 49 se encontré que las hermanas no son portadoras de la enfermedad, cabia la
posibilidad de que se tratara de una recombinacién meiética. Sin embargp, el nifio enfermo
presenta la delecién en los exones 46 y 47 (Coral, 1995) es decir, hacia el extremo 5" del
marcador STR 49 y se encontré que precisamente los alelos del marcador DYS II-5°
(ubicado en el extremo 5° del gen DMD) muestran que las hermanas no son portadoras de
la enfermedad, descartando el evento recombinatorio. Con este resultado, ya no era
relevante la informacién del extremo 3°, es decir, los alelos del marcador DMD1ic-2. De
cualquier modo, estos alelos no fueron informativos, circunstancia que se ha presentado en
todas las familias mexicanas estudiadas, posiblemente debido a un patrimonio genético
distintivo de la poblacién analizada (Coral, 1995 y Arenas, 1996).

Entre el 50-60% de los pacientes DMID/DMB presentan deleciones y aproximadamente
un 8% duplicaciones, estos resultados se han obtenido mediante el empleo de sondas de
DNA y cDNA del gen DMD en experimentos de hibridacién tipo Southern (Worton y
Thompson, 1988). Existen dos regiones denominadas "punto caliente menor”, ubicadaen los
exones 1-11 y "punto caliente mayor”, localizada en los exones 44-53, en dornde se han
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A los cuatro padentes mexicanos afectados con DMD analizados en el presente trabajo,

se les aplicS la técnica de PCR miiltiple 9 y S, la cual amplifica 14 exones diferentes del gen
DMD, ubicados en las regiones en donde se ha encontrado la mayor frecuencia de
deleciones (Koenig ef al, 1987 y Forrest et al, 1987). Con esta metodologia se detecta
aproximadamente ¢l 98% de las deleciones del gen DMD (Beggs ef a/, 1990 y Chamberlain
et al, 1989). Una ventaja adicional del emsayo multiplex 9 y 5, es con respecto a la
determinacién de deleciones en el gen DMD con las hibridaciones tipo Southem, siendo
éstas hibridaciones mis lentas, con bamxias de hibridacion poco intensas en la

autorradiografia y a precios miis elevados (Koenig ef al/, 1989).

De los cuatro enfermos de DMD analizados en este trabajo, mediante PCR multiplex
5 y 9. al paciente identificado como 5D, se le detecto delecién de los exones 50, 51 y 52.
También faltan los intrones 49 y 50, esto se determiné con la amplificaciéon de los
marcadores STR. Basdndonos en estos datos y dado que si se amplificé el exén 48, la
extencion de 1a delecion en este paciente, abarca desde el intrén 49 hasta el exdn 52, en una
de las regiones de mayor incidencia de mutaciones, el “punto caliente mayor”. Faltaria
establecer, si la delecién se extiende hasta el intrén 48 y el exén 49. Esta informacién podria
obtenerse con el empleo de oligonucledtidos especificos para amplificar estas regiones

(Coral, 1995). También faltaria determinar si la delecién continua mas alld del exén S2.
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CONCLUSIONES.

1. En la poblacién mexicana la frecuencia de heterocigocidad calculada para los loci STR
fue de: STR 44 (68.29%), STR 45 (77.3%), STR 49 (45.5%) y STR 50 (54.5%).

IL La frecuencia de heterocigocidad de los marcadores STRs en la poblacion mexicana,

permite cl uso de estos marcadores intragénicos en ¢l anilisis de ligamiento para la
deteccién de portadoras de la DMD/DMB.

III. Se estableciS el diagnéstico molecular de posibles mujeres portadoras que pertenecen
a familias con antecedentes de DMD/DMB, mediante la amplificacién de los loci STR. Se
encontraron 2 mujeres portadoras y 4 no portadoras de la enfermedad.

IV. En un paciente, se identificé una delecién en el punto caliente mayor del gen DMD, la
cual abarca al menos del exdn 50 al 52.
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